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論 文 内 容 の 要 旨
脊 椎 動 物 の中枢 神経 系 は 、単 純 な構造 の神 経管 が 発 生 と とも に領域 化 し、神 経細 胞 は位 置
特 異 性 を獲 得 する 。 そ して神 経細 胞 は そ の位 置特 異性 に応 じ て特定 の 神経 細胞 を認識 して
複 雑 な神 経 回路網 を正確 に形 成 して い く。 そ の メ力 ニズ ム を解 明 する ことは 神経 科 学 の大
きな トピ ックの 一 つで あ る。
哺乳 類 以 外 の脊椎 動 物 では 、中脳 視 蓋 は視 覚 の 中枢 と して機 能 する。網 膜 視蓋 投 射系 は、
神経 回路 形成 の モデ ル シ ステ ム と して古 くか ら盛 ん に研究 が 行 わ れて き た。視 神 経線 維 は 、
視蓋 に存在 する位 置情 報 を認識 し、 二次 元 的 に正確 な 対応 関係 をも つて 投射 する 。 そ の分
子 メカ ニズ ム の理 解 が こ こ15年 ほ どの 間 にか な り深 ま つた 。網膜 耳 鼻 軸 は視 蓋 吻尾 軸 に
投影 さ れる が 、網 膜 では チ ロシ ン キナ ー ゼ型 受容 体 のEphA3が 耳側 か6鼻 側 に勾配 をも
つて 発現 し、視 蓋 で は リガ ン ドのEphrinA2/A5が尾側 か6吻 側 に か けて勾 配 を持 って 発
現 して いる 。EphA3を発 現 して いる耳 側 の視 神経 線維 は その リガ ン ドEphrinA2/A5にで
あ う と反 発 さ れ視 蓋 尾側 まで 侵 入で き ず に吻 側 に終 末 し、EphA3を 発 現 しな い鼻 側 の視
神 経 線維 は反 発 さ れず に視 蓋 鼻側 まで侵 入 し神経 終末 を形成 する 。
網 膜 視 蓋 投射 の研 究 を行 うに あ た つて 、ま ず 、簡 便 で 感度 の 高 い視 神経 線 維 のラ ベ ル法
を開発 した。 最近 トラ ン スポ ソンTo12を 利用 して、 強 制発 現 カ セ ッ トをゲ ノ ム に組 み込
み 、長 期的 、高 効率 に強 制発 現 を する シ ステ ムが 開発 さ れ た。こ のpT2K-CAGGSベク タ
ー にGFPな どの トレー サー タンパ ク質 のcDNAを 組 み込 み、 トラン ソ ポザ ー ゼ発 現ベ ク
ター と とも に眼胞 にエ レク トロボ レー シ ヨン する こ とで 、視 神 経線 維 の トレー ス を試 み た。
そ の結 果 、網膜 鼻 側 の み、 あ る いは網 膜 耳側 の み の視 神経 線 維 と い った ある程 度 ま と ま つ
た集 団の トレー ス と、網 膜 のな か で かな り局 所 的な 視神 経 線維 の トレー ス とを行 う こ とが
出来 た 。
次 に 、 この方 法 を利 用 して、視 蓋 の 吻尾 軸極 性 形 成 のメ 力 ニズ ム の解 析 を行 った。 視蓋
極 性 の形 成 はEnが 視 蓋 に尾 側 として の性 質 を付 与 する こ とで形 成 され る と いう説 が あ る
一方 、峡 部で 発 現 して いるFgf8が尾 側 と して の性 質 を誘 導 する とい う こと も考 え6れ る。
Fgfはチ ロ シ ンキナ ー ゼ型 受 容体 を介 して細 胞 内に情 報伝 達 を行 う。 そ の細胞 内シ グ ナル
伝達 経 路 は複 数 存在 するが 、 そ の 中の 一 つRas/ERK経 路 に焦 点 を絞 つて解 析 を行 つた。
RasS17NはRas/ERKシグ ナ儿 を遮 断す る ドミナ ン トネ ガテ ィブ変 異体 で あ る。視 蓋 原
基 にRasS17Nを 強制 発 現 し、Fgf8-Ras/ERKシグ ナル の視 蓋 吻 尾極 性 形成 にお け る役
割 を調 べ た。Ras/ERKシグナ ル を遮 断 した視蓋 での視 神 経線 維 の走 行 を 調べ た ところ 、
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耳 側 視 神 経 線 維 は 尾 側 ま で 侵 入 し 、そ こ で 神 経 終 末 を 形 成 し て い た 。こ の こ と はRas/ERK
シ グ ナ ル を 遮 断 す る と 視 蓋 の 吻 側 化 が 起 こ つ て い る こ と を 示 唆 し て い る 。
Ras/ERKシ グ ナ ル を 遮 断 す る と 視 蓋 が 吻 側 化 し た か ど う か を視 蓋 尾 側 マ ー カ ー で あ る
EphrinA2とEphrinA5の発 現 変 化 に よ り調 べ た 。RasS17N強 制 発 現 に よ りEphrinA2
が 細 胞 自 律 的 に抑 制 さ れ た の に 対 し てEphrinA5は 導 入 後24時 間 の 中 脳 で は 細 胞 自律 的
な 抑 制 は 見6れ ず 、 後 脳 で 逆 に 異 所 的 に 誘 導 さ れ て い た 。 こ れ ら の結 果 は 、EphrinA2は
Ras1ERK経 路 依 存 的 に 誘 導 さ れ 、EphrinA5の発 現 は 異 な るFgfシ グ ナ ル に 依 存 して い
る こ と が 示 唆 さ れ た 。 こ れ ら の 実 験 結 果 よ り、Fgf8-Ras/ERKシグ ナ ル はEphrinA2を
誘 導 す る こ と に よ り視 蓋 に 尾 側 と し て の 性 質 を 付 与 し て い る こ と が 明 ら か と な つ た 。
と こ ろ で 、 こ れ ま で 視 蓋 の 尾 側 形 成 に 重 要 な 役 割 を 果 た す と 考 え ら れ て い るEn2の 再 評
価 を 行 っ た 。En2を 強 制 発 現 を し た と こ ろ 、 視 蓋 全 体 と して み れ ばEphrinA21A5が誘 導
さ れ た が 、En2導 入 細 胞 で は む し ろEphrinA2もEphrinA5も 抑 制 さ れ て い た 。En2に
よ つ てFgf8/18が誘 導 さ れ て い た の で 、細 胞 非 自律 的 なEphrinA2/A5の誘 導 はFgfシ グ
ナ ル よ る も の で あ る と 考 え ら れ る 。En2発 現 細 胞 で は 細 胞 自 律 的 にFgf-Ras1ERKシ グ ナ
ル の 負 の 調 節 因 子 で あ るSporuty2が 誘 導 さ れ て お り 、ERKの リ ン 酸 化 が 阻 害 さ れ て い
た 。 ま た,
ドミ ナ ン トネ ガ テ イブ 型 のSprout2をEn2と 共 導 入 し た と こ ろERKの リ ン 酸 化 が 回 復
し 、EprhinA2のEn2に よ る 細 胞 自 律 的 抑 制 が キ ヤ ン セ ル さ れ た 。し か しな が ら こ の 実 験
で はEphrinA5のEn2に よ る 細 胞 自律 的 抑 制 は キ ヤ ン セ ル さ れ な か っ た 。こ の 結 果 か6、
EphrinA2はRas/ERK経 路 依 存 的 に 誘 導 さ れ 、EphrinA5はRas1ERK経 路 以 外 のFgf
シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に 依 存 し て 誘 導 さ れ る こ と が 示 唆 さ れ た 。 こ こ ま で の 実 験 で はEnが
EphrinA21A5の発 現 に 必 要 か ど う か が 明6か で は な い の で 、En1/2に対 す るsiRNAを 用
い てEn112の ノ ツク ダ ウ ン を 行 つ た 。 す る とEphrinA2もEphrinA5も 抑 制 さ れ た の で
EnはEphrin今21A5の発 現 誘 導 に 必 要 な 因 子 で あ る こ とが 確 認 さ れ た 。
こ れ6の 結 果 に よ り、EphrinA2はEnとFgf-Ras/ERKシ グ ナ ル が 協 調 的 に 働 く こ と で
誘 導 さ れ 、EphrinA5はEnとRas/ERKシ グ ナ ル 以 外 のFgfシ グ ナ ル が 協 調 的 に作 用 す
る こ と で 誘 導 さ れ る こ と が 示 さ れ た 。
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論文審査結果の要旨
本研究では、まず、ニワ ト1丿胚で トランスポソンTol2を利用 して、外来遺伝子をゲノムに
組 み込み、長期的な発現 をさせる ことが 可能 にな つたことに着 目し、簡便で感度の高 い視神
経線維 のラベル法の開発を行 った。そ して、網膜鼻側のみ、ある いは網膜耳側のみの視神経
線維の集 団の トレース と、網膜 のなかでかな り局所的な視神経線維の トレースを行 うことに
成功 している。
次 に、視蓋 の吻尾軸極性形成のメ力ニズムの解析を行 って いる。視蓋極性の形成はEnが 視
蓋 に尾側 としての性質を付与する ことで形成される と考 えられているが、本研究では峡部 で
発現 しているそのEnとFgf8の 役割 について、Fgfの細胞 内シグナ儿 トランスダクシ ヨン経
路 のうちRas-ERK経路 に着 目して、解析を行 つている。視蓋原基に ドミナ ン トネガテ ィブ型
Ras(DN-Ras)を強制発現すると、視蓋吻側化が起 こり、本来視蓋に入 つてすぐに投射する耳
側視神経線維は尾側まで侵入する。
網膜視蓋投射形成 にはEphrin-Ephのリガン ドー受容体 のシステムが重要な役割を果たす。
EphA3受容体 を持つ耳側網膜線維は視蓋 で尾側か ら吻側にか けて勾配を持 って発現 している
リガ ン ドEphrinA2とEphrinA5にであ うと反発 され、吻側 に投射 する。鼻側網膜 線維 は
EphA3受容体を持 つてないので尾側で投射する。Dn-Rasによ りEphrinA2は細胞 自律的に
抑 制されたのに対 してEphrinA5は導入後24時 間の中脳では細胞 自律 的な抑制は見 られな
い。
En2の再評価のため、En2を強制発現 をする と、視蓋全体 としてみればEphrinA2/A5が誘
導されたが、En2導入細胞ではむしろEphrinA2もEphrinA5も抑制されていた。 この細胞非
自律的なEphrinA2/A5の誘導はEn2に よ り誘導されるFgf8/18によるもので、En2による
EphrinA2の細胞自律 的抑制はSprouty2によるものだということが示された。
siRNA実験によ りEn2そのものもEphrinA2/A5の誘導に必要な ことも示されたことから、
EnとFgf-Ras/ERKシグナ儿がによりEphrinA2が誘導され、EnとRas/ERKシグナル以外の
Fgfシグナル経路によ りEphrinA5が誘導されるという結論 に至 つている。
本研究 は、神経線維 の トレース法の開発 、視蓋の極性形成機構の解析 でともに学術的に重
要な貢献をする結果 に至つており、博士の学位を授与するにふさわ しい研究である。
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